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Resumo 
 A psoríase é uma doença que afecta cerca de 2% da população. É uma patologia 
imunitária e inflamatória que se manifesta através de placas eritmatosas. Nestas placas 
podemos encontrar infiltrados inflamatórios de células de diferentes tipos, como células 
dendríticas, macrófagos e células T. 
 Pensa-se que o desencadear da psoríase possa estar relacionado com o TNF-α 
(Tumor Necrosis Factor α) e a haptoglobina, dois factores polimórficos envolvidos no 
processo de inflamação. O TNF-α é uma citocina proeminente nas reacções inflamatórias e 
a haptoglobina uma proteina de fase aguda tem um papel regulador nas mesmas. Assim 
sendo, este estudo visa a determinação dos polimorfismos destes dois genes, bem como a 
concentração extracelular da proteína do TNF-α entre duas populações, em uma população 
de doentes psoriásicos e em uma população de controlo. 
 Através da análise dos resultados obtidos verificou-se que o genótipo GG para a 
posição -308 do promotor para o gene do TNF-α tem uma maior prevalência em doentes 
psoriásicos que em controlos. Para o polimorfismo da haptoglobina verificou-se também 
uma maior prevalência do genótipo Hp2-1 em doentes psoriásicos relativamente a 
indivíduos controlo. Ainda relativamente ao TNF-α verificou-se que a concentração sérica 
desta citocina  é mais elevada para os doentes que para os controlos. Foi também verificado 
que uma maior concentração desta proteína está associada ao genótipo GG, 
comparativamente aos controlos. Resultado idêntico foi obtido para o genótipo Hp2-1 da 
haptoglobina. O PASI (Psoriasis Area Severity Index) foi também um dos parâmetros 
analisados, sendo que não se encontrou qualquer associação com os polimorfismos em 
estudo. No entanto foi possível verificar uma correlação inversa da concentração sérica de 
TNF-α com  o valor do PASI. 
 No futuro, seria proveitoso aumentar o número de indivíduos de ambas as 
populações e obter os dados clínicos dos pacientes. 
 
Palavras-chave: Psoríase, polimorsfismo, TNF-α, Haptoglobina, PASI  
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Abstract 
Psoriasis is a disease that affects 2% of the population. It is an immune and 
inflammatory pathology that manifests itself through erythematous plaques. In these plaques 
we can find inflammatory infiltrates of different cell types, like dendritic cells, macrophages 
and T cells. 
 The aim of this work is to study TNF-α and haptoglobin, two important molecules in 
the inflammatory process, and that could be related with the onset or maintenance of the 
disease. TNF-α is a prominent cytokine and haptoglobin has a regulatory role in inflammatory 
reactions. TNF-α was analysed both at the gene and protein concentration level, whereas 
haptoglobin was only analysed at the gene level. 
 The result analysis demonstrates that genotype GG for the -308 position in the 
promoter of the TNF-α (Tumor Necrosis Factor α) gene has a higher prevalence in psoriatic 
patients than controls, the same being found for the Hp2-1 haptoglobin genotype. The TNF-α 
concentration was observed to be increased in psoriatic patients, and also in the genotypes 
GG (TNF-α) and Hp2-1 (haptoglobin). Finally, it was found that the severity of the disease 
was not related to a specific genotype neither for TNF-α or haptoglobin genes. Although it 
was found that a relation exists between PASI (Psoriasis Area Severity Index) and the TNF-α 
concentration, a decrease in the TNF-α concentration appears to be associated with an 
increased severity of the disease. 
In the future, it would be better to increase the sample size for both control and 
patient groups and also to obtain the patient’s clinical data. 
 
Keywords: Psoriasis, polymorphism, TNF-α, Haptoglobin, PASI 
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Abreviaturas: 
A   Adenina 
a.a.   Aminoácidos 
CCL20  Quimiocina 
CD163   Cluster of differentiation 163 
CD20   Cluster of differentiation 20   
CDSN   Corneodesmosina 
CXCL1  Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 
CXCL9  Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 
CXCL11  Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 
DNA   Ácido desoxirribonucleico 
EDTA   Ácido etilenodiaminotetracético 
G   Guanina 
Hb   Hemoglobina 
HCL   Àcido Clorídrico 
HCR   α-Helix Coiled-Coil Rod Homolog 
Hp   Haptoglobina 
ICAM1   Molécula de Adesão Intercelular 1 
IL   Interleucina 
INF-γ   Interferão- γ 
LL37   Catelicidina 
MHC   Complexo Major de Histocompatibilidade 
NaOH   Hidróxido de Sódio   
NFKB   Nuclear factor kappa B 
NKT   Natural Killer T Cells 
PASI   Psoriasis Area Severity Index 
Pb   Pares de bases 
PCR   Reacção em cadeia do polimerase 
TAE   Tampão Tris-acetato-EDTA 
Tc   Celulas T citotóxicas 
TEMED  Tetramethylethylenediamine 
Th   Células T helper 
TNF-α   Tumor Necrosis Factor α 
TRIS   Tris (hidroximetil)aminometano 
UV   Radiação Ultra-Violeta 
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Figura 1 Placa 
psoriásica (4). 
Introdução 
Psoríase 
A psoríase é uma doença imune e inflamatória, maioritariamente Th1, que se 
manifesta através de placas psoriásicas na pele afectando cerca de 2% da população (1). A 
psoríase afecta tanto homens como mulheres, e considera-se que se pode manifestar em 
duas alturas distintas da vida, durante a puberdade (early on-set) e por volta dos 40 anos 
(late on-set). Foi também verificado que a psoríase tem tendência para se manifestar mais 
cedo nas mulheres que nos homens (2,3).  
A psoríase é caracterizada por placas eritmatosas com 
escamas esbranquiçadas, bem demarcadas e proeminentes (1). Estas 
placas resultam de uma epiderme hiperproliferativa, devido ao facto de 
a taxa mitótica dos queratinócitos ser elevada nas ditas placas 
comparada à taxa mitótica da pele não afectada. Os queratinócitos 
presentes nas placas possuem marcadores de hiperproliferação e são 
não maturados e não diferenciados (2). Nas placas psoriásicas 
podemos ainda verificar na derme infiltrados inflamatórios constituídos 
principalmente por células dendríticas, macrófagos e células T, e na 
epiderme neutrófilos juntamente com algumas células T (1). Também é possível verificar 
uma dilatação e proliferação dos vasos sanguíneos na direcção da superfície da placa 
psoriásica e uma maior expressão de moléculas de adesão (e.g. ICAM1)(2). 
Consoante as características das placas psoriásicas e das zonas corporais onde estas 
se localizam podem-se considerar seis tipos de psoríase: 
 Psoríase em placas; 
 Psoríase inversa; 
 Psoríase gutata; 
 Psoríase pustulosa generalizada; 
 Psoríase pustulosa palmo-plantar; 
 Eritrodermia. 
A psoríase em placas, ou psoríase vulgar, é a mais comum, com placas eritmatosas e 
escamas que se desenvolvem de uma forma simétrica. Neste tipo de psoríase qualquer 
parte da pele pode ser afectada. A psoríase inversa distingue-se da anterior na medida em 
que apesar das placas serem eritmatosas usualmente não são escamosas, aparecendo 
predominantemente nas axilas, nas virilhas, no umbigo e nos genitais. A psoríase gutata 
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caracteriza-se por uma erupção aguda de pequenas placas, normalmente com até 1cm de 
diâmetro distribuídas ao longo do tronco, e precedidas por uma infecção do tracto 
respiratório superior. A psoríase pustulosa generalizada caracteriza-se pela formação de 
pequenos “lagos” de pus derivados da junção de pequenas pústulas. A psoríase pustulosa 
palmo-plantar é uma erupção pustulosa que envolve as palmas e as plantas dos pés e é 
observada predominantemente nas mulheres. Por fim, a eritrodermia desenvolve-se 
preferencialmente em pacientes previamente diagnosticados com um nível de psoríase 
grave difícil de controlar ou em que o seu tratamento tenha sido negligenciado. Na 
eritrodermia podemos encontrar todo o corpo coberto por um eritema grave e com 
escamação (4). 
Considera-se que tanto factores genéticos como factores ambientais são necessários 
para o despoletar da doença. Pacientes que fumem e consumam álcool em grandes 
quantidades têm maior probabilidade de vir a desenvolver a doença (4), bem como 
familiares de primeiro e segundo grau de um doente têm uma maior probabilidade de 
desenvolver a doença do que a população geral (1). 
Em relação ao aspecto genético da doença, foram realizados vários estudos, no entanto, 
ainda pouco se sabe. Através de análises de linkage identificou-se um locus, PSORS1, que 
se considera ser aquele em que há mais probabilidade de se encontrar o gene de 
predisposição para a psoríase. O locus PSORS1 localiza-se no Complexo Major de 
Histocompatibilidade (MHC) no cromossoma 6p (1). Existem dois candidatos principais a 
gene de susceptibilidade dentro deste locus, o α-Helix Coiled-Coil Rod Homolog (HCR) e o 
Corneodesmosina (CDSN). O primeiro é expresso de forma ubíqua, mas tem a sua 
expressão aumentada nas placas psoriásicas e o segundo está envolvido na coesão e 
descamação dos queratinócitos (5).  
O despoletar da doença pode ter início quando, e.g., a pele sofre um trauma ou quando 
existem produtos bacterianos que vão despoletar uma cascata de acontecimentos que 
levam à formação de complexos que envolvem o péptido antimicrobiano humano LL37 
ligado a DNA humano (complexos DNA-LL37), à activação de células dendríticas 
plasmocitóides e à secreção de INF-α. Outras células como os macrófagos, as células NKT 
e os próprios queratinócitos vão produzir TNF-α, IFN-γ, interleucina-1β e interleucina-6. 
Todas estas citocinas vão por sua vez levar à activação das células dendríticas mielóides, 
que vão migrar para o sistema linfático induzindo a diferenciação de células T naive em 
células T efectoras. Estas células T efectoras podem ser de vários tipos, como células Tc17, 
Th17, Tc1 e Th1 e vão migrar para a pele consoante o gradiente quimiotático. Quando as 
células Tc17 e Th17 chegam à pele libertam interleucina-17A, interleucina-17F e 
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interleucina-22, enquanto que as células Tc1 e Th1 libertam TNF-α e INF-γ. Estas citocinas 
vão actuar nos queratinócitos levando à sua activação, proliferação e produção de péptidos 
antimicrobianos (e.g. LL-37 e β-defensinas),quimiocinas (e.g. CXCL1, CXCL9 até CXCL11 e 
CCL20), e proteínas S100. À volta dos vasos sanguíneos formam-se estruturas do tipo 
linfóide e agregados perivasculares com células T e células dendríticas. Feedback loops 
envolvendo queratinócitos, fibroblastos e células endoteliais contribuem para a 
reorganização do tecido da pele e para a deposição de matriz extracelular (1) (Figura 2). 
 
 
Tendo em conta que a psoríase é também uma doença sistémica que tem várias 
características semelhantes a outras doenças crónicas inflamatórias, muitas vezes 
pacientes com psoríase acabam por desenvolver essas doenças, como por exemplo doença 
cardiovascular, diabetes e artrite psoriásica. Além de doenças do foro físico, a psoríase está 
também associada a doenças do foro psicológico como depressão e ansiedade. Isto porque 
Figura 2 Esquema proposto da evolução de uma lesão psoriásica (1). 
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Figura 3 Categorias dos tratamentos para a 
psoríase (7). 
apesar de actualmente a psoríase ter uma melhor aceitação por parte da população, a maior 
parte das pessoas que sofrem desta patologia ainda se sentem bastante desconfortáveis em 
mostrar em público as manifestações da doença. Isto associado ao facto de ainda haver 
muitas pessoas que olham e tratam de maneira 
diferente pessoas com esta patologia desencadeia 
então depressão e ansiedade (6). 
Tendo em conta a gravidade da doença bem 
como a qualidade de vida das pessoas e a maneira 
como esta patologia as afecta a nível psicológico, 
há diversos tratamentos que podem ser aplicados 
para que a manifestação da patologia seja 
diminuída ou temporariamente eliminada do 
doente. Existem três tipos de tratamentos, os 
Tópicos, os que usam Fototerapia e 
Fotoquimioterapia e os Sistémicos. Os primeiros 
são normalmente utilizados para doentes com uma 
vertente mais suave da patologia, os segundos 
para doentes com patologia moderada ou grave e 
os últimos para doentes com patologia grave (7). A 
gravidade da patologia está relacionada com o 
indice PASI (Psoriasis Area Severity Index) do 
doente, sendo que para um PASI menor que 10% a 
patologia é considerada de nível suave, para um 
PASI superior a 10% a patologia é considerada 
moderada ou grave (8). 
Em relação aos tratamentos tópicos estes podem encontrar-se na forma de cremes, 
loções, espumas, sprays, óleos e géis. Alguns exemplos de tratamentos tópicos utilizados 
são os corticosteróides (promovem a vasoconstrição), os derivados da Vitamina D3 (podem 
ser utilizados em monoterapia ou combinados com outra forma de tratamento), o Tazarotene 
(um retinóide utilizado principalmente combinado com outros tratamentos), os inibidores da 
calcineurina (impedem o crescimento e diferenciação das células T), o Dithranol (acumula-
se nas mitocôndrias, impedindo o fornecimento de energia à célula provavelmente pela 
libertação de radicais diminuindo a divisão celular) e o alcatrão (7). 
A Fototerapia utiliza a radiação UV como forma de diminuir o tamanho das placas 
psoriásicas. A radiação UV que mais efeito tem no tratamento da psoríase é a UVB, 
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principalmente a que se encontra no comprimento de onda entre os 311-312nm. Tanto a 
radiação UVB de longo comprimento de onda como a de curto são utilizadas no tratamento 
da psoríase. Ambas podem ser combinadas com outros tipos de tratamento, como o 
tazarotene, os análogos da vitamina D3 ou os sistémicos. A Fotoquimioterapia PUVA utiliza 
radiação UVA combinada com a ingestão de psoraleno, uma molécula que tem uma grande 
absorção para a radiação UV. Apesar deste tratamento ser bastante eficaz caiu em desuso 
desde o aparecimento do tratamento com radiação UVB de curto comprimento de onda (7). 
Nos tratamentos sistémicos os medicamentos ingeridos vão circular pela corrente 
sanguínea e afectar todas as células do corpo humano, sendo que podem ser de dois tipos: 
Tradicionais e Biológicos. Nos tratamentos sistémicos tradicionais são utilizadas quatro 
drogas principais: o Metotrexato, os Retinóides (Acitretina), a Ciclosporina e os esteres do 
ácido fumárico. O Metotrexato interfere com a síntese das purinas e como consequência 
inibe a síntese de DNA e a replicação celular, sendo que tem também um papel de 
supressão específico para com as células T. Os Retinóides são hormonas sintéticas 
semelhantes à vitamina A, e ligam-se aos receptores dos retinóides alterando a transcrição 
genética e levando a que os queratinócitos normalizem a sua taxa proliferativa e de 
diferenciação. A Ciclosporina inibe a activação das células T pela via da fosfatase da 
calcineurina (fosfatase 3). Em relação aos derivados do ácido fumárico (fumaratos), pensa-
se que estes inibam nas células o factor de transcrição NFKB e levem à apoptose das 
células T (7). 
Nos tratamentos sistémicos biológicos podemos encontrar moléculas de vários tipos. Uma 
parte dessas moléculas interfere directamente com as células T, como o Alefacept que se 
liga ao CD2 das células T de memória interferindo com a função de apresentação de 
antigénios e consequentemente com a activação das células T e levando ainda à apoptose 
das células de memória, e o Efalizumab, que é um anticorpo monoclonal que se liga à 
subunidade α do antigénio-1 associado à função leucocitária inibindo a activação das células 
T e a adesão das células T  ás células endoteliais impedindo deste modo a entrada das 
células T na pele. O outro tipo são os inibidores do TNF-α, como o Etanercept, o Infliximab e 
o Adalimumab, sendo que a principal diferença entre eles é a constituição da molécula. O 
Etanercept é um receptor recombinante humano do TNF que se liga ao TNF-α e -β, o 
Infliximab é um anticorpo quimérico monoclonal e o Adalimumab é um anticorpo monoclonal 
anti-TNF-α completamente humano (7). 
TNF-α 
O gene do TNF-α localiza-se no braço curto do cromossoma 6, dentro do complexo 
MHC (9) e dá origem a um polipéptido de 157 a.a. que se encontra em circulação numa 
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forma trimérica (10). Existem três variantes para este gene, em que uma guanina é 
substituída por uma adenina, nas posições -238, -308 e -376 do promotor (9). No caso do 
polimorfismo em estudo, substituição na posição -308, sabe-se que há uma maior 
transcrição e que as concentrações de proteína produzida in vitro são superiores para o 
alelo A (11). 
O TNF-α é uma molécula inflamatória de fase aguda (12) e imunorreguladora, 
maioritariamente produzida por Monócitos e Macrófagos, bem como por células T e B (11). 
Esta molécula pode também ser sintetizada e libertada pelos queratinócitos quando estes se 
encontram lesados, sendo esta uma resposta geral e primária em processos inflamatórios 
da pele (13). O TNF-α tem ainda a capacidade de controlar as respostas inflamatórias, ao 
nível das células B e T, estimulando a produção de várias citocinas e induzindo a expressão 
de moléculas MHC de classe I e classe II (14). 
Tendo em conta a descrição da fisiopatologia da psoríase foram desenvolvidos 
vários estudos com a intenção de verificar se determinados polimorfismos e se os níveis de 
TNF-α em circulação estariam relacionados com o seu desenvolvimento (15, 16, 17, 18 e 
19). 
Na psoríase foi demonstrado que os Monócitos dos pacientes têm uma maior 
produção de TNF-α que os controlos (12) e que os níveis de TNF-α no soro são mais 
elevados em pacientes que em controlos (15). O TNF-α parece ainda ter influência na 
hiperproliferação dos queratinócitos, na regulação das células endoteliais e uma função no 
recrutamento de células T de memória (20). Outro aspecto que demonstra a importância do 
TNF-α na psoríase é o facto de tratamentos com moléculas anti-TNF-α serem bastante bem 
sucedidos na redução da expressão da patologia, ou seja, na diminuição do valor do PASI 
(20). 
Haptoglobina 
A haptoglobina é uma molécula que é produzida principalmente nos hepatócitos e 
tem como principal função ligar-se à hemoglobina quando existe hemólise, sequestrando-a 
da corrente sanguínea e impedindo que lese os rins (21). No entanto a haptoglobina pode 
também ser produzida nos queratinócitos (22), encontrando-se no citoplasma destes, e ter 
uma função reguladora em processos inflamatórios, sendo por isso considerada uma 
proteína antinflamatória de fase aguda (21). 
A haptoglobina é uma α2-sialoglicoproteina constituída por duas cadeias leves (α) e 
duas cadeias pesadas (β). As cadeias-α dividem-se em cadeias-α1, com 83 a.a., e cadeias-
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Figura 4 Evolução da resposta inflamatória dependente do genótipo da haptoglobina (18). 
α2, com 142 a.a., já as cadeias-β não são polimórficas. O locus da haptoglobina situa-se no 
braço longo do cromossoma 16 e existem dois alelos, HP1 e HP2, que combinados dão 
origem a três genótipos, Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2. O alelo HP1 é constituído por uma cadeia-
α1 e uma cadeia-β, enquanto que o alelo HP2 é constituído por uma cadeia-α2 e uma 
cadeia-β. Estas diferenças fazem com que as moléculas derivadas dos diferentes genótipos 
tenham uma massa molecular diferente (Hp1-1 tem 86 kDa, Hp2-1 tem 86-300 kDa e Hp2-2 
tem 170-900 kDa) (21). 
Quando há um processo inflamatório na pele os eritrócitos que se encontram em 
circulação na corrente sanguínea vão sair dos vasos sanguíneos para o local da inflamação, 
onde vão ser reconhecidos pelas células imunes e vão ser lisados, libertando hemoglobina 
nos tecidos. A hemoglobina livre desencadeia stress oxidativo através de reacções de 
Fenton e um aumento do processo inflamatório. A hemoglobina quando ligada à 
haptoglobina vai ser removida da circulação pelos hepatócitos (90%) e pelos 
monócitos/macrófagos (10%). O complexo Hp-Hb é reconhecido pelo receptor CD163 dos 
macrófagos M2, sendo internalizado e posteriormente degradado pelos lisossomas (21). 
Dos três genótipos existentes o Hp1-1 é aquele que mais rapidamente é reconhecido e 
internalizado pelos macrófagos. Dependendo do genótipo da haptoglobina presente no 
complexo existem dois tipos de resposta, pelos macrófagos. No caso do complexo ser 
formado por uma haptoglobina com o genótipo Hp1-1 há uma maior produção e libertação 
de proteínas anti-inflamatórias, Il-6 e Il-10, que vão conduzir à diminuição da produção de 
TNF-α e de IL-12, e à inibição da activação do NFkB, um factor de transcrição anti-
apoptótico controlador das respostas inflamatórias. Apesar disto este genótipo tem a 
capacidade de levar à produção de TNF-α, se bem que em pequenas quantidades. Se o 
complexo for formado por uma haptoglobina com o genótipo Hp2-2 vão ser produzidas 
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espécies reactivas de oxigénio que vão levar ao desenvolvimento de uma resposta 
maioritariamente Th1 associada a macrófagos do tipo M1, ao contrário do Hp1-1 que 
desencadeia uma resposta maioritariamente Th2 associada a macrófagos do tipo M2 (23). 
A haptoglobina tem também um papel importante na angiogénese, um processo 
também associado à psoríase, na medida em que a promove, sendo que o fenótipo Hp2-2 é 
aquele que maior função angiogénica tem (20). 
Além destas características a expressão e produção da haptoglobina pelos 
queratinócitos é também regulada pela combinação de citocinas, como o TNF-α, o IL-6 e o 
IL-4, e por glucocorticóides. A expressão e libertação de haptoglobina leva ainda há inibição 
da maturação das células de Langerhans da pele em células apresentadoras de antigénios, 
levando à inibição do processo inflamatório (24). 
Objectivos 
Um dos objectivos deste estudo é verificar se existe uma relação entre os diferentes 
polimorfismos dos genes em estudo e a propensão para o desenvolvimento da doença, bem 
como entre os ditos polimorfismos e o PASI inicial dos doentes. Outro objectivo deste estudo 
é verificar se existe uma relação entre a concentração de TNF-α existente no soro e 
determinadas características apresentadas pelos doentes. Por fim pretende-se ainda 
verificar a existência de uma relação entre a concentração de TNF-α e o PASI actual dos 
doentes, bem como entre a concentração de TNF-α e os polimorfismos respectivos de cada 
gene. 
Mais especificamente pretende-se verificar se para o gene do TNF-α existe uma 
maior prevalência de genótipos AA para os doentes psoriásicos e se a variante polimórfica 
Hp2-2 da Haptoglobina é mais prevalente nestes doentes.  
Em relação às concentrações séricas de TNF-α, mais especificamente pretende-se 
verificar se há diferenças em doentes que estão a fazer tratamento com Etanercept e 
Infliximab, em doentes que estão a fazer outros tratamentos sistémicos, em doentes que 
não estão a fazer tratamentos sistémicos e em doentes com psoríase artrítica.  
Ainda tendo em conta as concentrações de TNF-α pretende-se ainda verificar se 
existe alguma variante polimórfica, para cada gene, que esteja associada a uma maior 
concentração sérica de TNF-α, bem como verificar se os níveis de TNF-α influenciam a 
gravidade da doença. 
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Materiais e Métodos 
O estudo apresentado é do tipo observacional e transversal do tipo casos versus 
controlos. 
Todas as soluções e condições necessárias a cada técnica encontram-se no 
Anexo1. 
População de Estudo 
Foram utilizadas 50 amostras de sangue provenientes de doentes seguidos no 
Serviço e Clínica Universitária de Dermatologia do Hospital de Santa Maria – Centro 
Hospitalar Lisboa Norte pelo Professor Doutor Paulo Filipe e pela Dra. Joana Antunes. 
Todos os doentes deram o seu consentimento informado. 
As amostras utilizadas da população controlo foram obtidas dos doentes da consulta 
de Endocrinologia do Prof. Doutor Mário Rui Mascarenhas da Clínica de Endocrinologia, 
Diabetes e Metabolismo de Lisboa, Lda. 
Separação dos componentes do sangue 
Os sangues foram colhidos em tubos com EDTA e tubos secos. Todos foram 
colocados a centrifugar durante 10 minutos a 720 g (Sigma Laborzentrifugen 3K15). Foi 
retirado o soro dos tubos secos e dos tubos com EDTA foi retirado o plasma que foi 
distribuido em alíquotas. Uma parte do sangue foi utilizado para a extracção de DNA 
enquanto que outra parte foi submetida a três lavagens de 10 minutos a 720 G com Cloreto 
de Sódio 0,9%. 
Extracção de DNA 
A extracção de DNA foi adaptada do método de D. K. Lahiri e J. I. Nurnberger Jr. 
(1991) Nucleic Acids Research Vol. 19 No. 19 P.5444l. Foi utilizada uma centrífuga 
refrigerada RCF meter 4233R Refrigerated Centrifuge e uma centrífuga de eppendorfs 
Thermo Electron Corporation Fresco 17 Heraeu. 
Quantificação de DNA 
Após extracção de DNA pelo método acima mencionado, as amostras foram 
quantificadas no aparelho NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). 
Determinação do polimorfismo do TNF-α (PCR e digestão enzimática) 
Começou-se por efectuar uma desnaturação inicial num termociclador Applied 
Biosystems 2720 a 94°C durante 2 minutos, das amostras contendo DNA e água bi-
destilada. Seguidamente foi-lhes adicionada a mix previamente preparada, constituída pela 
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Master Mix, os primers e a água bi-destilada nos volumes correspondentes. Em seguida as 
amostras foram colocadas no termociclador com as condições de PCR indicadas no anexo1. 
Após o PCR, as amostras são carregadas num gel de agarose para se verificar se houve 
amplificação e depois se iniciar a digestão enzimática (ver Electroforese em gel de agarose). 
Durante a preparação das amostras estas devem estar colocadas em gelo. Para a 
digestão enzimática foram pipetados para tubos de PCR os componentes necessários à 
digestão (Anexo1). Em seguida colocou-se os tubos de PCR no termociclador durante 16h a 
37°C, inactivando-se a enzima ao fim deste tempo colocando as amostras a 65°C. 
Alternativamente, preparou-se as amostras do mesmo modo mas utilizando a enzima 
FastDigest NcoI e o tampão FastDigest Green Buffer, colocando a amostra 10 minutos no 
termociclador a 37°C, e inactivando-a a 65°C durante 15 minutos. Após as amostras serem 
retiradas do termociclador, foram colocadas a correr num gel de agarose a 4% (ver 
Electroforese em gel de agarose). Depois de corrido o gel pode ver-se para cada amostra 
um dos três conjuntos de bandas (Anexo 2): 
 Homozigóticos sem mutação (GG) - 88bp e 20 pb 
 Homozigóticos com mutação (AA) - 108 pb 
 Heterozigótico (GA) - 108 bp + 88bp + 20 pb 
Electroforese em gel de agarose 
As amostras foram visualizadas num gel de agarose (Fermentas Topvision) a 3% 
(TAE 1x) e corado com 5 µl brometo de etídio 0,025M. Foi utilizado o Gel Loading Solution 
Type I 6x concentrado (Sigma) para carregar as amostras no gel e o marcador de peso 
molecular Low Molecular Weight DNA Ladder (DNA Ladders from New England Biolabs 
Inc.). A tina de electroforese (Cleaver Scientific Ltd ou Bio-RAD Sub-Cell GT) continha TAE 
1x e o gel foi submetido a 100V durante 30 minutos (Fonte de alimentação Bio-RAD Power 
PAC 300). 
A visualização do polimorfismo do TNF-α após a digestão enzimática com NcoI foi 
feita num gel de agarose a 4% (TAE 1x) corado com 5 µl brometo de etídio 0,025M. O gel foi 
submetido a 100V durante 50 minutos em TAE 1x concentrado. 
Todos os géis foram observados e fotografados num trans-iluminador (VWR 
Genosmart). 
Quantificação do TNF-α presente no soro 
A quantificação do TNF-α presente no soro foi feita utilizando o kit comercial 
Quantikine HS ELISA - Human TNF alfa (High Sensitivity) da R&D Systems, segundo o 
descrito no protocolo experimental do mesmo. As leituras foram feitas no Instituto de 
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Investigação Científica Bento da Rocha Cabral num aparelho Thermo Scientific Multiskan 
GO. 
Determinação dos Fenótipos da Haptoglobina 
Inicialmente preparou-se todas as soluções necessárias à técnica. As placas de vidro 
constituintes da cassete a ser utilizada foram montadas no respectivo suporte (Cleaver 
Scientific Ltd). Preparou-se o gel formulando uma solução com um volume final de 49mL e 
numa proporção de 2:2:3 do tampão gel, acrilamida/bis-acrilamida e água destilada. Foi 
ainda adicionado 350 µl de TEMED. Por fim foi adicionada a solução de Persulfato de 
Amónio na concentração indicada no Anexo1. O gel foi então inserido nas placas, procedeu-
se à colocação dos pentes para formação dos poços e deixou-se polimerizar durante cerca 
de 1h. Ao fim deste tempo, retirou-se o pente e colocou-se a cassete com as placas e o gel 
na tina (Cleaver Scientific Ltd). As amostras foram preparadas (segundo descrito na 
Preparação das Amostras) e colocadas no gel. A tina foi preenchida com tampão 
Tris/Glicina. O gel foi submetido a 180V (ou 90mA) por cerca de 3h (fonte de alimentação 
Amersham Pharmacia Biotech Eps 301). Em seguida foram preparadas as soluções de 
coloração tal como descritas em anexo.  
    Após o término da electroforese foi aplicado sobre o gel papel de filtro onde foi 
vertida a solução de o-dianisidina, sendo que ao fim de 3 minutos o papel de filtro foi 
substituído por um novo e foi vertida a solução de Peróxido de Hidrogénio sobre o mesmo. 
Ao fim de 3 minutos foi possível verificar os fenótipos da haptoglobina (Anexo2). 
Análise estatística 
 A base de todos os dados foi construída num ambiente SPSS 20.0 para Windows. 
Para o cálculo dos qui-quadrado χ2 e odds ratios com intervalos de confiança 95% e seu 
significado estatístico (p) foi usado o programa Primer. Para cada polimorfismo estudado o 
desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado usando o teste padrão do qui-quadrado 
χ2 de Pearson. As frequências dos vários genótipos dos polimorfismos estudados nas 
diferentes categorias e amostras foram determinadas e tabeladas, segundo tabelas de 
contingência. As análises destas foram feitas através da análise do qui-quadrado, para 
estudar as diferenças genotípicas, entre casos e controlos. 
 Os indivíduos homozigóticos e heterozigóticos para cada um dos alelos, variantes 
para cada polimorfismo, foram comparados com os homozigóticos para o alelo selvagem. 
Na situação dos genótipos homozigóticos variantes ocorrerem em baixa frequência, que não 
permitisse estudá-los separadamente, estes foram combinados com os heterozigóticos de 
modo a aumentar a eficiência estatística. 
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 A análise de variáveis intervalares contínuas, depois de testada a sua distribuição 
normal, foi feita usando a análise de variância ANOVA e a diferença entre as médias foi feita 
por teste de t de Student. Noutros casos verificou-se que a distribuição era não normal e por 
isso a diferença entre as medianas foi feita pelo teste de Mann-Whitney U ou pelo teste de 
Kruskal-Wallis. A análise de associação entre uma variável contínua e uma não contínua foi 
feita pelo teste de correlação linear de Spearman. Em todos os testes, o significado foi two-
sided, sendo considerado significativo para p<0.05 (25). 
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Resultados 
Os resultados obtidos neste estudo para a patologia derivam dos 50 doentes 
psoriásicos. 
Os resultados obtidos para as populações controlo derivam de uma população de 
170 indivíduos aparentemente saudáveis. Destes 170, a totalidade foi utilizada para a 
análise estatística do polimorfismo -308G>A do TNF-α, 94 para a análise estatística do 
polimorfismo da haptoglobina, 36 para a análise estatística da quantificação do TNF-α e 
para a comparação entre a quantificação do TNF-α e do polimorfismo do TNF-α, e 23 para a 
comparação entre a quantificação do TNF-α e do polimorfismo da haptoglobina. 
Nos quadros infra (Tabela 1 e 2) são apresentadas as frequências absolutas para as 
populações controlo e doentes, relativamente ao género e à idade. 
Género 
Controlos (N=50) Doentes (N=50) 
p-Value 
N % N % 
M 15 8.82% 35 70% 
0.000 
F 155 91.18% 15 30% 
 
 Controlos Doentes p-Value 
Média Idades 56.94 52.35 0.040 
Desvio padrão 13.905 12.893 
 
[Mínimo-Máximo] [25-85] [32-86] 
 
Através dos resultados apresentados nas tabelas podemos concluir que existem 
diferenças estatisticamente significativas relativamente ao género dos indivíduos, p<0.05 
(Tabela 1). Após se verificar que a distribuição da idade é normal para ambas as 
populações, p>0.05, e que a média das idades é semelhante entre o sexo feminino e 
masculino (p>0.05), foi-se testar se havia diferenças estatísticas significativas entre a média 
das idades de ambas as populações, o que se verificou que acontece tendo em conta que 
p<0.04 (Tabela 2). 
Análise do Polimorfismo do TNF-α 
Para o polimorfismo do TNF-α verificou-se que as percentagens genotípicas do 
grupo controlo para os genótipos GG, GA e AA foram 66%, 31% e 3%, respectivamente 
Tabela 1 Variação da frequência absoluta do sexo nas populações controlo e de doentes. 
Tabela 2 Variação da média das idades para as populações controlo e de doentes. 
 14 
 
(Tabela 3). Foi efectuado o teste do χ2, com o objectivo de se perceber se os genótipos 
presentes na população se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, o que se 
verificou ser verdade (χ2=0.100 e p=0.951). 
Para a população de pacientes psoriásicos, a percentagem de homozigóticos GG 
observada foi 88%, a de heterozigóticos GA 12% e a de homozigóticos AA é nula, tendo em 
conta que não foi identificado nenhum na população (Tabela 3). Foi também efectuado o 
teste do χ2, verificando-se que a população se encontra em equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(χ2=0.219 e p=0.896). 
Foi ainda efectuado o teste do χ2 comparando as frequências genotípicas das 
populações controlo e de pacientes psoriásicos. Tendo em conta que não existem indivíduos 
com o genótipo AA para a população de doentes psoriásicos e que a frequência desta 
variante polimórfica na população controlo é bastante baixa, o teste do χ2 efectuado 
compara as frequências dos genótipos GG e GA+AA nas populações controlo e doentes 
(χ2= 8.122 e p=0.004), verificando-se que existem diferenças significativas entre as 
frequências genotípicas de ambas as populações. Foi então calculado o Odds Ratio para o 
genótipo GG, obtendo-se o resultado de 3.798 CI= 95% [1.529-9.435]. 
 
Frequências Genotípicas Frequências Alélicas 
GG GA AA G A 
N % N % N % N % N % 
Controlos 
(N=170) 
112 66% 53 31% 5 3% 277 81% 63 19% 
Doentes 
(N=50) 
44 88% 6 12% 0 0% 94 94% 6 6% 
Odds ratio para o genótipo GG: 3.798 CI= 95% [1.529-9.435] 
Análise do Polimorfismo da haptoglobina 
Para o polimorfismo da haptoglobina verificou-se que as frequências genotípicas na 
população geral para os genótipos Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2 são 17.5%, 46.9% e 35.5%, 
respectivamente (Tabela 4). Foi efectuado o teste do χ2, com o objectivo de se perceber se 
os genótipos presentes na população se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, o 
que se verificou ser verdade (χ2=0.219 e p=0.896). 
Para a população controlo utilizada no nosso estudo, com ajuste às idades, as 
frequências genotípicas apresentadas foram 19.2% para o genótipo Hp1-1, 37.2% para o 
Tabela 3 Frequências absolutas e relativas dos diferentes genótipos e alelos do TNF-α nas populações controlo e de 
doentes. 
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genótipo Hp2-1 e 43.6% para o genótipo Hp2-2. Verificou-se que esta população se 
encontrava em equilíbrio de Hardy-Weinberg (χ2=1.850 e p=0.397). 
Para a população de pacientes psoriásicos, a percentagem de homozigóticos Hp1-1 
observada foi 16%, a de heterozigóticos Hp2-1 foi  60% e a de homozigóticos Hp2-2 foi 
24%. Esta população encontra-se também em equilíbrio de Hardy-Weinberg (χ2=1.010 e 
p=0.603). 
Foi ainda efectuado o teste do χ2 comparando as frequências genotípicas das 
populações controlo e de doentes psoriásicos (χ2=7.339 e p=0.025), tendo-se verificado que 
existem diferenças estatísticas significativas. 
 
Frequências Genotípicas Frequências Alélicas 
Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 Hp1 Hp2 
N % N % N % N % N % 
Pop. Geral 
(N=624) 
109 17.5% 293 47% 222 35.5% 511 40.9% 737 59.1% 
Controlos 
(N=94) 
18 19.2% 35 37.2% 41 43.6% 71 37.8% 117 62.2% 
Doentes 
(N=50) 
8 16% 30 60% 12 24% 46 46% 54 54% 
Odds ratio para os genótipos Hp1-1+Hpp2-1: 2.45 CI= 95% [1.138-5.272] 
 Testaram-se os vários modelos,de recessividade, dominância e codominância, para 
verificar para que genótipo existe um desvio na população psoriásica. Foram efectuados 
testes do χ2 para duas combinações possíveis, sendo que para a combinação Hp1-1+Hp2-1 
vs Hp2-2 se verificou um χ2=4.590 e um p=0.032, o que mostra que existe um desvio para 
os genótipos Hp1-1+Hp2-1, estando estes mais elevados na população psoriásica. Assim 
sendo foi-se calcular o Odds Ratio, obtendo-se o seguinte resultado 2.45 CI 95% [1.138-
5.272]. 
Em relação às frequências alélicas foi possível observar que o alelo Hp2 é mais 
comum tanto para a população controlo (62.2%) como para a população de doentes 
psoriásicos (54%) (Tabela 4). 
Quantificação do TNF-α no soro 
Inicialmente estudou-se a normalidade de ambas as populações relativamente ao 
parâmetro a cima indicado, verificando-se que tanto a população controlo como a população 
de doentes não apresentam uma distribuição normal (p=0.009 e p=0.003), sendo por isso 
Tabela 4 Frequências absolutas e relativas dos diferentes genótipos e alelos da haptoglobina nas populações geral, 
controlo e de doentes. 
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Tabela 6 Variação estatística da concentração do TNF-α distribuída pelos genótipos do TNF-α nas populações 
de doentes e de controlos, e entre as populações de doentes e controlos. 
necessário recorrer-se a testes não paramétricos. Além disso foram também efectuados 
testes em que se pretendia verificar se havia diferenças estatísticas significativas tendo em 
conta o sexo em ambas as populações e o factor pré-obesidade e obesidade na população 
de doentes. Verificou-se que tanto para o factor sexo (população controlo p=0.163; 
população de doentes p=0.891) como para o factor obesidade (p=0.133) não havia 
diferenças estatísticas significativas e que portanto se podia considerar, para ambas as 
populações, a totalidade dos indivíduos sem ter em atenção estes parâmetros. 
Para verificar se existem diferenças significativas na quantidade de TNF-α presente 
no soro entre as populações controlo e doentes foi efectuado o teste não paramétrico de 
Mann-Whitney U, obtendo-se uma p=0.002, o que significa que existem diferenças 
estatísticas significativas (Tabela 5). 
Grupo N 
Mediana 
(pg/ml) 
[Mínimo-Máximo] 
(pg/ml) 
p-Value 
Controlos 36 1.1854 [0.01-8.39] 
0.002 
Doentes 50 2.6820 [0.08-36.57] 
 
Distribuição da concentração do TNF-α pelos genótipos do TNF-α 
Tendo em conta que já se verificou que a quantificação do TNF-α não apresenta uma 
distribuição normal, para se verificar a distribuição da concentração do TNF-α pelos 
respectivos genótipos na população de doentes efectuou-se o teste Mann-Whitney U. 
Verificou-se que não existem diferenças significativas (p=0.339). O mesmo procedimento foi 
realizado para a população controlo, sendo que também não se verificaram diferenças 
significativas embora haja uma tendência (p=0.084). 
 
 Genótipo N 
Mediana 
(pg/ml) 
[Mínimo-Máximo] 
(pg/ml) 
p-Value 
Doentes 
(N=50) 
GG 44 4.3750 [0.08-36.57] 
0.339 
GA+AA 6 2.3699 [0.72-5.27] 
Controlos 
(N=36) 
GG 23 1.4643 [0.01-8.39] 
0.084 
GA+AA 13 0.9269 [0.05-6.88] 
Controlos vs 
Doentes 
GG 
 
0.023 
GA+AA 0.054 
Tabela 5 Variação estatística da concentração do TNF-α nas populações controlo e de doentes. 
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Comparando as duas populações podemos verificar que para o genótipo GG 
obtemos, através do teste de Mann-Whitney U, um p=0.023, o que mostra que existem 
diferenças na distribuição da concentração de TNF-α para este genótipo. O mesmo não se 
sucede para o conjunto dos genótipos GA+AA em que p>0.05 (Tabela 6). 
Distribuição da concentração do TNF-α pelos genótipos da haptoglobina  
Para se verificar se existem diferenças significativas para a distribuição da 
concentração do TNF-α pelos genótipos da haptoglobina na população de doentes (N=50) 
efectuaram-se os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U. Verificou-se que não existem 
diferenças significativas independentemente do modo como os genótipos são agrupados 
(Tabela 7). 
Doentes N 
Mediana 
(pg/ml) 
[Mínimo-Máximo] 
(pg/ml) 
p-Value 
Hp1-1 8 2.5723 [0.08-26.37] 
0.831 Hp2-1 30 2.6267 [0.11-28.38] 
Hp2-2 12 9.1954 [0.36-36.57] 
Hp1-1 8 2.5723 [0.08-26.37] 
0.691 
Hp2-1+Hp2-2 42 2.6820 [0.11-36.57] 
Hp1-1+Hp2-1 38 2.6267 [0.08-28.38] 
0.586 
Hp2-2 12 9.1954 [0.36-36.57] 
 
O mesmo procedimento foi realizado para a população controlo (N=23), sendo que 
também não se verificaram diferenças significativas para todas as combinações genotípicas 
possíveis (Tabela 8). 
Controlos N 
Mediana 
(pg/ml) 
[Mínimo-Máximo] 
(pg/ml) 
p-Value 
Hp1-1 4 1.3342 [0.53-2.27] 
0.672 Hp2-1 9 0.9847 [0.51-6.21] 
Hp2-2 10 1.6111 [0.01-8.21] 
Hp1-1 4 1.3342 [0.53-2.27] 
0.871 
Hp2-1+Hp2-2 19 1.3827 [0.01-8.21] 
Hp1-1+Hp2-1 13 0.9847 [0.51-6.21] 
0.385 
Hp2-2 10 1.6111 [0.01-8.21] 
 
Tabela 7 Variação estatística da concentração do TNF-α distribuída pelos genótipos da haptoglobina e suas 
possíveis combinações na população de doentes.  
Tabela 8 Variação estatística da concentração do TNF-α distribuída pelos genótipos da haptoglobina e suas 
possíveis combinações na população de controlos.  
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Tabela 9 Variação estatística da concentração do TNF-α para cada genótipo da haptoglobina e suas possíveis 
combinações entre as populações controlo e de doentes.  
Quando se passa a comparar a população controlo com a população de doentes 
verifica-se que para todas as combinações o genótipo Hp2-1 apresenta diferenças 
estatísticas significativas entre a população controlo e a população de doentes. Como pode 
ser verificado na tabela 9, sempre que o genótipo Hp2-1 está presente o p<0.05. 
 
Controlos Vs Doentes p-Value 
Hp1-1 0.396 
Hp2-1 0.030 
Hp2-2 0.119 
Hp1-1 0.396 
Hp2-1+Hp2-2 0.013 
Hp1-1+Hp2-1 0.022 
Hp2-2 0.119 
 
Relação entre o PASI e os genótipos para o polimorfismo do TNF-α  
Os testes realizados para se verificar se existe alguma relação entre o genótipo do 
TNF-α apresentado (GG e GA+AA) e a gravidade da doença (PASI) na nossa população de 
doentes mostra que não existe uma diferença estatística significativa (p=0.498) entre a 
distribuição do PASI pelos genótipos. 
Relação entre o PASI e os genótipos para o polimorfismo da Haptoglobina 
Os mesmos testes foram realizados para se verificar se existe uma relação entre o 
genótipo da haptoglobina apresentado e a gravidade da doença na nossa população de 
doentes. Estes testes foram realizados utilizando várias combinações para os genótipos da 
haptoglobina. 
Doentes N Mediana [Mínimo-Máximo] p-Value 
Hp1-1 8 4.20 [0.00-12.9] 
0.231 Hp2-1 30 7.90 [0.00-31.50] 
Hp2-2 11 5.70 [0.40-20.00] 
Hp1-1 8 4.20 [0.00-12.9] 
0.114 
Hp2-1+Hp2-2 41 7.60 [0.00-31.50] 
Hp1-1+Hp2-1 38 7.40 [0.00-31.50] 
0.780 
Hp2-2 11 5.70 [0.40-20.00] 
 
Tabela 10 Variação estatística do PASI entre cada genótipo da haptoglobina para a população de doentes.  
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Através dos valores da significância pode-se verificar que não existe qualquer 
indicação que existam diferenças estatísticas significativas na distribuição da gravidade da 
doença pelos genótipos da haptoglobina embora a presença de Hp2-1 isoladamente e em 
combinação se faça acompanhar de valores mais elevados (Tabela 10). 
 
Relação entre o PASI e a concentração do TNF-α 
Utilizando o método de Spearman, foi encontrada uma correlação inversa (r=-0.427 e 
significância=0.002) entre o PASI e a concentração de TNF-α no soro. Infra apresenta-se a 
representação destes resultados na forma de gráfico (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 Relação entre a concentração de TNF-α e o PASI para a população de doentes.  
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Discussão 
Análise do polimorfismo do TNF-α 
 Um dos polimorfismos do TNF-α corresponde à substituição de uma guanina por 
uma adenina na posição -308 do promotor do respectivo gene, e conduz a um aumento da 
sua transcrição (11). 
Estudos efectuados em populações do extremo oriente, como coreana (16) e 
japonesa (17 e 18), afirmam que não existe uma associação entre o genótipo da posição      
-308 do promotor do TNF-α com o desenvolvimento da doença. No entanto, num estudo 
efectuado por Mossner R. et al. em 2005 (19), utilizando uma população de doentes 
psoriásicos caucasianos da Estónia, verificou-se a existência de uma maior associação 
entre o genótipo GG, para a posição -308 no promotor do gene do TNF-α, e o 
desenvolvimento da doença.  
 O presente trabalho está de acordo com os resultados obtidos por Mossner R. et al. 
em 2005 (19) já que foi também encontrada uma associação entre o genótipo GG e a 
existência da doença (p=0.004), sendo que indivíduos que possuem este genótipo têm 
3.798 vezes mais probabilidade de desenvolver a doença do que indivíduos com os 
genótipos GA ou AA. Pode-se especular que o genótipo GG terá a capacidade de 
desencadear determinadas reacções ou cascatas, ou até interagir com determinadas 
moléculas que levam a uma maior susceptibilidade ao desencadeamento e desenvolvimento 
da doença. 
  Contudo as conclusões apresentadas derivam de uma população de doentes com 
um número de indivíduos ainda pequeno (N=50), o que leva a que o número de doentes 
com genótipos heterozigóticos e homozigóticos recessivos seja bastante diminuto. Este 
aspecto poderá ter alguma influência nos resultados apresentados. 
Análise do polimorfismo da haptoglobina 
Tendo em conta as características de cada genótipo apresentadas na introdução, em 
que o genótipo Hp1-1 tem maioritariamente uma função anti-inflamatória e o genótipo Hp2-2 
tem uma função maioritariamente pró-inflamatória (23) com aumento da angiogénese (20), o 
esperado seria que o genótipo predominante fosse o Hp2-2, pois as suas funções estão 
mais de acordo com as características da psoríase.  
Ao contrário dos resultados obtidos por Cigliano L. et al. em 2008 (26), que mostram 
que não existe diferença estatística entre a frequência dos diferentes genótipos da 
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haptoglobina, entre a população de doentes e a população controlo, os resultados obtidos 
neste trabalho, ao comparar os polimorfismos da haptoglobina entre a população controlo e 
a população de doentes psoriásicos, mostram a existência de diferenças estatísticas 
significativas entre as duas populações (p=0.025). 
 Ao observar-se as frequências de cada genótipo em cada população podemos 
verificar que é a frequência do genótipo Hp2-1 que se encontra aumentada na população de 
doentes psoriásicos, em relação à população controlo. Tendo em conta o Odds Ratio obtido, 
calculado para os genótipos Hp1-1 e Hp2-1 em conjunto, ou seja, portadores do alelo Hp1, 
pode-se inferir que estes indivíduos têm 2.45 vezes mais probabilidade de desenvolverem 
psoríase do que indivíduos que possuam o genótipo Hp2-2. 
 Poder-se-á supor que este é um caso de heterose, em que é o genótipo 
heterozigótico que leva a que o indivíduo tenha uma maior susceptibilidade ao 
desenvolvimento da doença.  
 Como mencionado supra, o número de indivíduos de ambas as populações e em 
particular da de doentes é ainda reduzido, o que poderá ter influência nos resultados 
apresentados. 
Quantificação do TNF-α no soro 
 Como referido na introdução deste estudo, a concentração do TNF-α está 
aumentada em doentes psoriásicos em comparação com a concentração deste factor em 
controlos (15). Além disso, a concentração de TNF-α poderá ter influência na gravidade da 
doença, tendo em conta que quando são utilizados tratamentos anti-TNF-α o valor do PASI 
diminui proporcionalmente com a concentração do TNF-α circulante livre (20). 
 Inicialmente era nosso objectivo subdividir a população de doentes psoriásicos 
consoante o tratamento efectuado, ou a falta dele, e verificar se existiam diferenças nos 
vários parâmetros e entre eles e a população controlo. Tal não foi possível pois o acesso 
aos dados clínicos dos doentes não foi possível em tempo útil.  
 Ao fazer a comparação da população controlo e a população de doentes pode-se 
verificar que existem diferenças estatísticas significativas nos níveis séricos apresentados 
(p=0.002). Observando-se a tabela 5, apresentada na parte dos resultados, pode-se 
constatar que a mediana da concentração do TNF-α (2.6820 pg/ml) bem como a 
concentração máxima obtida para os doentes (36,57 pg/ml) é mais elevada que a mediana 
(1.1854 pg/ml) e a concentração máxima (8.39 pg/ml) para a população controlo. Estes 
resultados estão de acordo com os resultados obtidos por Arican O. et al. em 2005 (15), que 
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verificaram que as concentrações de várias citocinas estavam aumentadas em doentes 
psoriásicos, sendo o TNF-α uma dessas citocinas estudadas. 
 Relativamente às observações sobre a concentração de TNF-α, as populações 
estudadas têm um número pequeno, como mencionado anteriormente, e não se obtiveram 
uma parte dos dados clínicos relativos aos doentes, pelo que os resultados podem não 
reflectir completamente a realidade. Isto porque o kit comercial utilizado para a quantificação 
do TNF-α permite medir a concentração desta citocina livre e também aquela que se 
encontra acoplada a um receptor hibrido utilizado na terapêutica biológica (Etarnacept). No 
entanto não é explícito ainda se funciona igualmente bem para o TNF-α acoplado a um 
anticorpo, como é o caso de doentes que estejam a fazer tratamento com Infliximab, um 
anticorpo monoclonal para o TNF-α. 
Distribuição da concentração do TNF-α pelos genótipos do TNF-α 
 De modo a conseguir verificar a relação genótipo fenótipo intermédio, ou seja, se um 
determinado genótipo do TNF-α, está directamente relacionado com a concentração de 
TNF-α extracelular presente nas populações de indivíduos e de doentes psoriásicos foi-se 
comparar a concentração do TNF-α entre indivíduos de ambas as populações para o 
genótipo GG para a posição -308 do promotor do TNF-α e para os genótipos GA+AA para o 
mesmo polimorfismo. 
 Pode-se verificar que não existe qualquer diferença significativa entre as medianas 
verificadas para os diferentes genótipos dentro da população controlo e dentro da população 
de doentes psoriásicos. Assim sendo as concentrações de TNF-α não estarão directamente 
relacionadas com o genótipo apresentado pelo indivíduo, mas poderão ser dependentes de 
outros factores e condicionantes apresentadas por diferentes indivíduos. 
 Comparando a distribuição das concentrações do TNF-α e a sua distribuição pelos 
diferentes genótipos, entre as populações controlo e de doentes, é possível verificar que 
enquanto para os genótipos GA+AA existem diferenças marginais entre as populações 
controlo e de doentes (p>0.05), o mesmo não se sucede para o genótipo GG (p<0.05). Este 
resultado demonstra que as diferenças estatísticas observadas para a concentração geral 
do TNF-α entre uma população controlo e uma população de doentes, descritas supra, 
poderão ser devido ao facto de doentes com o genótipo GG terem uma maior produção de 
TNF-α em relação a indivíduos controlo, mesmo que entre os genótipos dos doentes não se 
verifique diferenças na concentração do TNF-α. 
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Distribuição da concentração do TNF-α pelos genótipos da haptoglobina 
 De modo a conseguir verificar se um determinado genótipo está directamente 
relacionado com a concentração de TNF-α extracelular presente na população de doentes 
psoriásicos foi-se comparar a concentração do TNF-α entre indivíduos com os genótipos 
Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2. Fizeram-se também comparações tendo em conta as diferentes 
combinações possíveis dos genótipos (Hp1-1 e Hp2-1+Hp2-2, e Hp1-1+Hp2-1 e Hp2-2). 
 Pode-se verificar que não existe qualquer diferença (p<0.05) entre as concentrações 
de TNF-α para os diferentes genótipos e diferentes combinações para os doentes 
psoriásicos. Pode-se então induzir que a haptoglobina, independentemente do genótipo, tem 
a mesma capacidade inibitória na produção de TNF-α.  
 Após se verificar que também não existem diferenças estatísticas significativas na 
concentração de TNF-α para indivíduos da população controlo, foi-se fazer a comparação 
entre as populações controlo e de doentes. Analisando esta comparação é possível verificar 
que enquanto para os genótipos Hp1-1 e Hp2-2 não existem diferenças entre as populações 
controlo e de doentes (p>0.05), o inverso ocorre para o genótipo Hp2-1 (p<0.05). Pode-se 
ainda verificar, pela observação da tabela 9, que quando o genótipo Hp2-1 se encontra 
presente, altera a significância da análise estatística para um valor inferior a 0,05. Isto 
sugere que é o genótipo Hp2-1 que poderá levar a uma menor  produção de TNF-α quando 
comparado com uma população controlo. 
 No entanto, tal como descrito a cima, estes resultados poderão ser enviesados 
devido ao tamanho reduzido de ambas as populações. 
Relação entre o PASI e os genótipos para o polimorfismo do TNF-α e da 
haptoglobina 
  Tendo em conta que o PASI é um dos principais métodos utilizado para caracterizar 
a gravidade da doença de um doente psoriásico, faz sentido tentar determinar se tanto os 
genótipos para o polimorfismo em estudo do TNF-α como os genótipos da haptoglobina 
poderão funcionar como marcadores para a caracterização da gravidade da doença. 
 Em relação aos genótipos para o polimorfismo do TNF-α em estudo não se verificou 
que doentes com determinado genótipo tivessem valores de PASI mais elevados ou mais 
baixos que os outros genótipos em estudo (p=0.498). O mesmo acontece para os genótipos 
da haptoglobina e suas diferentes combinações, em que se pode verificar que para todos os 
casos a significância é superior a 0.05 (tabela 10). 
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 Assim sendo, pode-se salientar que os polimorfismos estudados não têm relação 
directa com a gravidade da doença, estando outros factores mais directamente relacionados 
com esta. 
 Há ainda que ter em atenção o facto de que os PASI utilizados para a análise 
estatística são os PASI obtidos na altura da colheita de sangue, sendo que muitos destes já 
se encontrarão modificados pelo tratamento utilizado pelo doente. 
Relação entre o PASI e a concentração do TNF-α 
Por fim pretendeu-se ainda verificar se a concentração de TNF-α sérico poderia estar 
directamente relacionada com a gravidade, valor do PASI, da doença. Para isso, foi-se 
verificar se existia uma relação entre a concentração do TNF-α e o PASI, que caracteriza a 
gravidade da doença. 
Em 2005, num estudo efectuado por Arican O. et al. (15), ficou demonstrado que não 
existia uma relação directa entre a concentração de TNF-α e o PASI, ou seja, a gravidade 
da doença não é determinada pela concentração de TNF-α apresentada pelo indivíduo 
doente. Contudo, através da análise dos resultados obtidos no presente estudo podemos 
verificar que existe uma correlação entre a concentração da citocina mencionada e o PASI 
(p<0.05). Esta correlação indica que quanto menor a concentração de TNF-α maior o PASI. 
Isto poderá estar relacionado com o facto de que o TNF-α leva à libertação de haptoglobina 
por parte dos neutrófilos presentes na pele (27). Sendo que a haptoglobina irá inibir a 
produção de TNF-α (23), se esta citocina existir em baixas quantidades este processo não 
se desencandeia (27) e daí haver um PASI aumentado, associado a uma maior inflamação 
derivada a outras moléculas pró-inflamatórias. Por outro lado, é sabido que o TNF-α é uma 
molécula importante na activação dos macrófagos, levando à sua activação e consequente 
eliminação de agentes patogénicos, de modo a evitar uma inflamação (28). Uma activação 
reduzida dos macrófagos poderá levar a um aumento dos agentes patogénicos presentes na 
pele e consequentemente ao desencadear de um processo inflamatório mais robusto, que 
se traduz num PASI mais elevado. 
 Contudo, uma vez mais os resultados obtidos poderão não ser uma representação 
correcta da relação entre o PASI e a concentração do TNF-α devido às situações já 
abordadas (população diminuta e impossibilidade da obtenção dos dados clínicos). 
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Conclusões 
 Através dos resultados obtidos neste estudo podemos retirar várias conclusões. Em 
relação ao polimorfismo do TNF-α podemos concluir que doentes psoriásicos têm uma 
maior probabilidade de apresentar o genótipo GG para a posição -308 do promotor do TNF-
α em relação a indivíduos controlos. No que respeita ao gene da haptoglobina ficou 
demonstrado que é o genótipo Hp2-1 que tem uma maior prevalência em doentes 
psoriásicos em comparação com indivíduos de uma população controlo. 
 Para a concentração do TNF-α foi observado que esta está aumentada em doentes 
psoriásicos, tal como seria esperado. Ao fazer o estudo da concentração do TNF-α em 
conjunto com os polimorfismos em estudo verificou-se que para ambos os genótipos acima 
mencionados, a concentração de TNF-α é superior nos doentes psoriásicos. Isto mostra 
então que são estes genótipos que levam a uma maior produção, ou uma menor inibição da 
produção, do TNF-α. 
 Para ambos os polimorfismos não foi encontrada uma relação muito evidente com a 
gravidade da doença, no entanto verificou-se que uma correlação entre o PASI e a 
concentração do TNF-α, sendo que quanto menor a concentração desta citocina maior a 
gravidade da doença. 
 No futuro, deveriam ser efectuados mais estudos relativamente a estes parâmetros. 
Dois aspectos que deveriam ser tidos em conta são o aumento do tamanho das populações 
de doentes psoriásicos e controlos e também a obtenção dos dados clínicos dos doentes. 
Os dados clínicos são necessários para saber que doentes estão a fazer que tratamento e 
se puder fazer a análise dos resultados tendo em conta estas informação. A obtenção dos 
PASI iniciais seria também proveitosa pois estes terão uma relação mais directa com os 
genótipos apresentados por cada indivíduo. 
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Anexos 
Anexo 1 
Determinação do polimorfismo do TNF-α (PCR e digestão enzimática) 
PCR de amplificação do polimorfismo do TNF-α para um volume final de 50µl: 
200ng de DNA e o restante de água bi-destilada até perfazer 10µl 
1µl de Primers da Invitrogen diluídos 1:10, concentração final de 10pmol 
  Forward 5’-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC-3’ 
  Reverse 5’-ATC CTC CCT GCT CCG ATT CC-3’ 
25µl de Master Mix Thermo Scientific F-508 DyNAzyme 
13µl de água bi-destilada 
Condições de PCR: 
 35 ciclos: 30seg a 94°C (desnaturação) 
       30seg a 58°C (emparelhamento) 
     45seg a 72°C (extensão) 
     Último ciclo: 5min a 72°C 
4°C após término dos ciclos 
Digestão enzimática para um volume final de 30µl: 
 20µl de DNA amplificado 
 1µl Enzima de restrição NcoI 10 U/µl da Fermentas 
 2µl de tampão Fermentas Tango 10x concentrado 
 7µl de água bi-destilada 
Ou 
 10µl de DNA amplificado 
 1µl de Enzima de restrição FastDigest NcoI da Thermo Scientific 
2µl de tampão FastDigest Green Buffer da Thermo Scientific 
 17µl de água bi-destilada 
Electroforese em gel de agarose 
Uma solução de TAE 10x concentrado (1L: TRIS 0,4M, Ácido Acético Glacial 0,2M, 
Na2EDTA 0,5M pH8 (acertado com NaOH)) foi diluída de 1:10 para utilização de TAE 1X 
concentrado em todos os procedimentos. 
Determinação dos Fenótipos da Haptoglobina 
Solução acrilamida/bis-acrilamida (100mL): 
 Bis-acrilamida 0,001M 
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 Acrilamida 3,94M 
Tampão para o gel (100mL): 
 TRIS 3,02M, pH 8,9 (acertado com HCl 5M) 
TEMED 0,0153M 
Solução de Persulfato de Amónio (1mL): 
 Persulfato de Amónio 0,053M 
Tampão TRIS/Glicina, pH 8,3 (3L): 
TRIS 0,05M 
Glicina 0,38M (acertado com HCl 5M) 
Soluções de coloração: 
 O-dianisidina (10mL Ác. Acético x 2): 
  O-dianisidina 0,016M 
  Ácido Acético 50% 
 Peróxido de hidrogénio (10mL x 2): 
  Peróxido de Hidrogénio 0,67M 
Preparação das amostras: 
25 µl de Solução de Sacarose 1,17M 
20 µl de plasma 
20 µl de sangue do cordão umbilical previamente tratado 
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Anexo 2 
 
Figura 6 Gel de agarose com a representação dos três genótipos possíveis para o polimorfismo do TNF-α 
em estudo. GG - Homozigótico Dominante; AA - Homozigótico Recessico; GA - Heterozigótico.  
Figura 7 Gel de poliacrilamida com a representação dos três genótipos possíveis para o gene da 
haptoglobina. O genótipo Hp1-1 tem uma única banda de migração rápida; o genótipo Hp2-2 tem um padrão 
de bandas de migração lenta; o genótipo Hp2-1 tem um padrão de bandas que é a junção dos dois 
anteriores, com bandas de migração lenta e uma banda de migração rápida. 
